Presencia de hongos filamentosos en yerba mate compuesta y eficiencia de medios de cultivo para el aislamiento de Aspergillus by Arrúa Alvarenga, Andrea Alejandra et al.
NOTA DE INVESTIGACIÓN 
 




Presencia de hongos filamentosos en yerba mate compuesta y 
eficiencia de medios de cultivo para el aislamiento de 
Aspergillus  
 
Presence of filamentous fungi in composite yerba mate and efficiency of culture 
media for isolation of Aspergillus 
 
Andrea Alejandra Arrúa Alvarenga1, Inocencia Palmira Peralta Lòpez2, Cinthia Mabel 
Rojas Abraham3, Yessica Magaliz Reyes Caballero3, Carolina Toledo Popoff 3, Leticia 
Vazquez4, y Juliana Moura Mendes Arrua1 
 
1 Departamento de Biotecnología, Centro Multidisciplinario de Investigaciones Tecnológicas, Dirección General de 
Investigación Científica y Tecnológica, Universidad Nacional de Asunción (CEMIT, DGICT, UNA). Campus 
Universitario, San Lorenzo, Paraguay. 
2 DGICT, UNA. Campus Universitario, San Lorenzo, Paraguay. 
3 Iniciación científica, Departamento de Biotecnología, CEMIT, DGICT, UNA. Campus Universitario, San Lorenzo, 
Paraguay. 




La yerba mate es una planta originaria de Sudamérica y 
de consumo masivo en Paraguay. La yerba compuesta, 
aquella con agregado de hierbas medicinales, es de alto 
consumo y aceptación en el mercado. Durante su cultivo y 
procesamiento los componentes de la yerba compuesta se 
ven expuestos al ataque de hongos, entre ellos los 
pertenecientes al género Aspergillus spp., potencialmente 
productor de micotoxinas dañinas para el ser humano. 
Con el objetivo de determinar el medio de cultivo más 
eficiente para aislar hongos del género Aspergillus spp., 
se compararon cinco diferentes preparaciones. Se 
identificaron diez géneros de hongos, y dentro del género 
Aspergillus spp., cuatro Secciones: Flavi, Nigri, 
Circumdati y Fumigati. Se concluyó que el Medio 
Específico para Aislamiento de Aspergillus MAAS, fue el 
más eficaz para este fin. 
Palabras clave: hongos, Ilex paraguariensis, 
micotoxinas.  
ABSTRACT 
Yerba mate is a plant native to South America and high 
consumption in Paraguay. The composite yerba mate, 
with added herbs is high consumption and market 
acceptance. During its cultivation and processing, 
components of the composite yerba are exposed to fungal 
attack, including those belonging to the genus Aspergillus 
spp, producing potentially harmful mycotoxins for 
humans. In order to determine the most efficient medium 
for isolating fungi Aspergillus spp., five different 
formulations were compared. Ten genera of fungi were 
identified and within the genus Aspergillus four sections: 
Flavi, Nigri, Circumdati and Fumigati. It was concluded 
that specific media for isolating Aspergillus MAAS, was 
the most efficient for this purpose. 
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INTRODUCCIÓN 
La yerba mate, Ilex paraguariensis es una planta 
originaria de Sudamérica, tradicionalmente utilizada por 
los indígenas que habitaban las regiones de Paraguay, 
nordeste de Argentina y norte de Uruguay (Pérez Paiva et 
al. 2012). 
Actualmente su consumo se ha difundido y es utilizada en 
lugares como Estados Unidos, Europa y Asia (Pérez Paiva 
et al. 2012). En Paraguay, su consumo se halla 
ampliamente difundido en formas variadas como mate 
frío o terere, mate caliente y cocido (De Bernardi y Prat 
2001, Pérez Paiva et al. 2012. La demanda del mercado 
interno ha aumentado aproximadamente 20% en los 
últimos años (REDIEX 2015). 
La yerba mate compuesta, es un producto derivado de la 
yerba mate, con el agregado de otras hierbas medicinales 
que confieren un sabor y propiedades diferentes a la yerba 
mate tradicional y que actualmente posee gran aceptación 
por parte de los consumidores (Pérez Paiva et al. 2012). 
Durante su cultivo y almacenamiento, los productos 
agrícolas se ven expuestos al ataque de microorganismos, 
entre ellos los hongos. Si las condiciones de temperatura y 
almacenamiento son adecuadas se favorece el desarrollo 
de estos hongos, entre ellos los productores de 
micotoxinas, metabolitos secundarios tóxicos para los 
seres humanos y animales que producen síndromes 
llamados micotoxicosis y que en casos extremos pueden 
llevar a la muerte (Soriano 2007).  
A pesar de la abundancia en la naturaleza de los hongos 
potencialmente productores de micotoxinas, 
especialmente aquellos pertenecientes al género 
Aspergillus y cuya  presencia en los alimentos ha sido 
estudiada de larga data, su aislamiento de sustratos 
alimentarios y su identificación puede resultar compleja. 
La sistemática de Aspergillus se ha visto influida en los 
últimos años por trabajos presentados en reuniones 
científicas dedicadas exclusivamente a los géneros 
Penicillium y Aspergillus. El género Aspergillus se divide 
en seis subgéneros, divididos a su vez en una o dos 
secciones (Gams et al. 1985, Abarca 2000). 
Los criterios seguidos actualmente para clasificar las 
especies del género Aspergillus y sus teleomorfos son 
principalmente morfológicos, tanto macro como micro 
morfológicos; no obstante, en algunas secciones se han 
realizado además estudios bioquímicos o moleculares 
encaminados a resolver algunos de los problemas 
planteados en su clasificación, esto se conoce como 
identificación polifásica (Abarca 2000, Samson et al. 
2014). 
El sistema de identificación propuesto por Klich y Pitt, 
utiliza tres medios de cultivo y dos temperaturas de 
incubación, 25 y 37ºC. Tras siete días de incubación se 
procede a la observación de las características 
morfológicas macroscópicas y microscópicas de los 
cultivos (Klich y Pitt 1988, Klich 2002). Dentro de las 
diferentes secciones en que el género se subdivide se 
encuentran especies tipo que son importantes productoras 
de micotoxinas. En la Sección Flavi, la especie tipo 
Aspergillus flavus ha sido ampliamente documentada 
como la más importante productora de aflatoxinas; en la 
Sección Nigri, la especie tipo, Aspergillus niger se cita 
como la mayor productora de ocratoxinas; en cuanto a la 
Sección Circumdati, Aspergillus ochraceus es también 
citado como productor de ocratoxinas (Abarca 2000, 
Samson et al. 2014). 
Se ha reportado la presencia de hongos de los géneros 
Aspergillus niger, Aspergillus flavus y Aspergillus 
ochraceus en yerba mate elaborada en el país (Pérez 
Paiva et al. 2012). Aspergillus niger es el más importante 
productor de ocratoxinas, junto con Aspergillus 
ochraceus. Aspergillus flavus es productor de aflatoxinas 
(Soriano 2007). 
Las ocratoxinas son neurotóxicas, teratogénicas e 
inmunotóxicas (López de Cerain y Soriano 2007, Bezerra 
da Rocha et al. 2014, Wu et al. 2014;  BuiKlimke y Wu 
2015). Las aflatoxinas producen daño hepático agudo, 
cirrosis, son oncogénicas, teratogénicas, inmunotóxicas, 
se acumulan en los tejidos y se excretan por la leche (Juan 
et al. 2007, Bezerra da Rocha et al. 2014, Wu et al. 2014). 
El consumo de yerba mate compuesta contaminada con 
hongos aflatoxigénicos y ocratoxigénicos representa un 
riesgo potencial para la salud pública puesto que la 
exposición a altos niveles de aflatoxinas y ocratoxinas 
puede producir daño a la salud de la población, 
especialmente en un país como Paraguay donde este 
producto se consume de manera masiva (Pérez Paiva et al. 
2012). 
La inocuidad alimentaria es un tema relevante, puesto que 
no solo se debe ofrecer a los consumidores alimentos de 
calidad, sino inocuos y que no produzcan daños 
posteriores a su salud, por tanto es de suma importancia 
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determinar el medio más adecuado para la captura y 
aislamiento de hongos del género Aspergillus spp. 
provenientes de yerba mate. No existen trabajos previos al 
respecto y por lo general se utilizan medios generales para 
conteo de hongos y levaduras que podrían no ser 
eficientes para que los Aspergillus spp. crezcan o bien 
podrían quedar enmascarados debido a la presencia de 
otros organismos que crecen de manera más rápida o 
utilizan los nutrientes de los medios generales de manera 
más eficiente, por tanto, los objetivos de este trabajo 
fueron, identificar los géneros de hongos filamentosos 
presentes en muestras de yerba mate compuesta y evaluar 
la eficiencia de diferentes medios de cultivo para el 
aislamiento de hongos del género Aspergillus spp. 
presentes en yerba mate compuesta. 
MATERIALES Y MÉTODOS 
El trabajo se llevó a cabo en el Laboratorio de 
Biotecnología del Centro Multidisciplinario de 
Investigaciones Tecnológicas, CEMIT-DGICT-UNA, 
durante el mes de enero del año 2016. Se utilizó un  
diseño observacional descriptivo de corte transversal. 
Fueron incluidas tres (3) marcas de yerba mate compuesta 
comercial con hierbas medicinales y cinco diferentes 
medios de cultivo: 1. Papa dextrosa agar (PDA) (200 g de 
papa natural, 20 g de dextrosa anhidra, 20 g de agar y 
1000 mL de agua destilada) 2. Extracto de malta agar al 
6% (MSA) (20 g de extracto de malta, 20 g de agar 
bacteriológico, 60 g de cloruro de sodio y 1000 mL de 
agua destilada), 3. Agar agua (AA) (20 g de agar agar y 
1000 mL de agua destilada), 4. Czapek (CZ) (2 g de 
nitrato sódico, 0,5 g de cloruro potásico, 0,5 g de sulfato 
magnésico, 0,01 g de sulfato ferroso, 1 g de fosfato di 
potásico, 30 g de sacarosa, 15 g de agar agar y 1000 mL 
de agua destilada) y Medio selectivo para aislamiento de 
Aspergillus (MAAS) (de suelo) (5 g de peptona, 1 g de 
hipofosfito de potasio, 30 g de cloruro de sodio, 10 g de 
glucosa, 0,5 g de sulfato de magnesio heptahidratado, 20 
g de agar y 1000 mL de agua destilada) (Dhingra y 
Sinclair 1995, Klich 2002, Cabañes et al. 2007). 
Se realizó una dilución de 1/10 de la yerba mate 
compuesta en agua destilada esterilizada y se sembraron 
10 mL por triplicado en placas de Petri de vidrio de 9 cm 
de diámetro, en el centro de la placa y se distribuyó con 
un ansa de Digralsky. Posteriormente las placas se 
incubaron a 25 ± 2ºC. Transcurridas 24 h se voltearon 
para facilitar el desarrollo de las colonias y se incubaron 
por 48 h más a 25 ± 2ºC. 
Una vez crecidas las colonias, las mismas fueron 
purificadas en medio PDA e identificadas mediante el uso 
de claves taxonómicas y bases de datos online (Barnett y 
Hunter 1986, Robert et al. 2013). 
Los hongos pertenecientes al género Aspergillus spp. 
fueron purificados en PDA y se realizó su identificación a 
nivel de Sección mediante el uso de claves (Klich 2002). 
Se calculó incidencia de los hongos presentes como 
porcentaje como unidades formadoras de colonias. El 
perfil micológico se evaluó mediante el conteo de 
colonias de los géneros de hongos presentes en las 
muestras estudiadas. Posteriormente se realizó la prueba 
de normalidad de Shapiro-Wilk (Shapiro y Wilk 1965) 
modificada para cada tipo de muestra estudiada. Para la 
comparación de medias se utilizó el análisis de varianza 
no paramétrica de Kruskal-Wallis (Kruskal y Wallis 
1952) con un intervalo de confianza del 95%, por medio 
del paquete estadístico InfoStat(Di Rienzo et al. 2011). 
RESULTADOS Y DISCUSION 
Fueron aislados hongos de los géneros Acremonium sp., 
Aspergillus spp., Cladosporium sp., Chalara sp., 
Fusarium spp., Nigrospora sp. Paecilomyces sp., 
Penicillium spp., Torula sp. y Trichoderma sp. Cabe 
destacar que es la primera vez que se determina la 
presencia de Acremonium sp., Cladosporium sp., Chalara 
sp., Nigrospora sp., Paecilomyces sp., Torula sp. y 
Trichoderma sp. En los medios de cultivo estudiados las 
incidencias de hongos presentes fueron variables debido 
posiblemente a diferencias entre los productos 
comerciales que podrían deberse a su manejo durante el 
proceso de elaboración de la yerba compuesta y 
condiciones de almacenamiento posterior y la 
constitución nutricional de los  medios utilizados para este 
estudio (Tabla 1). 
Estos resultados demuestran que la yerba mate es un 
sustrato adecuado para el desarrollo de diferentes especies 
de hongos, incluyendo al género Aspergillus spp., por 
tanto es fundamental determinar el medio más adecuado 
para la captura de estos hongos y que pueda indicar 
realmente la incidencia de los mismos en yerba mate, 
dado su potencial riesgo a la salud humana. 
Existen pocos trabajos realizados sobre las especies de 
hongos presentes en yerba mate elaborada. Por lo general, 
los aislamientos de hongos se realizan en medios 
recomendados para el conteo en general de hongos y 
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levaduras y establecidos en normas nacionales e 
internacionales (INTN 1995, RDC ANVISA/ Nro. 12 
2001, RDC ANVISA / Nro. 302 2002, IRAM 2004) 
Tabla 1. Porcentaje de incidencia de géneros de hongos en yerba mate compuesta en agar agua (AA), papa dextrosa 

















































































































AA 10 10 0 0 10 20 0 30 0 20 
PDA 0 30 30 0 0 0 0 10 30 0 
CZ 0 10 10 20 0 0 0 20 10 30 
MSA 0 30 30 0 0 0 0 20 0 20 
MAAS 0 30 20 0 0 0 0 20 10 20 
Marca B 
AA 10 20 30 10 0 20 10 0 0 0 
PDA 0 10 10 0 0 0 0 30 0 50 
CZ 0 30 10 0 10 0 0 20 0 30 
MSA 0 20 30 0 0 0 0 40 0 10 
MAAS 0 20 20 0 0 0 0 30 0 30 
Marca C 
AA 10 10 10 0 0 10 0 30 10 20 
PDA 10 10 10 0 0 0 10 40 0 20 
CZ 0 20 30 0 0 0 0 30 0 20 
MSA 0 10 30 0 0 20 0 30 0 10 
MAAS 0 40 0 10 0 0 10 20 0 20 
Valores expresados como porcentaje de hongos presentes en las muestras analizadas. 
 
Los géneros identificados coinciden con los reportados 
por Pérez Paiva et al. (2012) que observaron la presencia 
de Aspergillus spp. y Fusarium spp. en muestras de yerba 
mate compuesta, empleando el método de siembra en 
profundidad en agar oxitetraciclina de acuerdo con la 
metodología propuesta en ICMSF (The International 
Commission on Microbiological Specificatications for 
Foods). También coincide con lo encontrado por 
González et al. (2012) que determinaron la presencia de 
los géneros Cladosporium sp., Aspergillus spp., Fusarium 
spp., y Penicillium spp. entre otros en yerba mate 
compuesta. No puede asegurarse la procedencia de los 
hongos identificados puesto que podrían ser 
contaminantes de la yerba mate o bien de las hierbas 
medicinales utilizadas en la elaboración de la yerba 
compuesta. 
Jerke et al. (2009), determinaron la presencia de 24 
géneros de hongos filamentosos en muestras de yerba 
mate elaborada, empleando el método de diseminación en 
superficie en agar–cloranfenicol de acuerdo con la 
metodología propuesta en la Norma IRAM 20517:2004 
(IRAM 2004, IRAM 2007). Dentro de los géneros de 
mohos micotoxigénicos el mayor porcentaje de incidencia 
le correspondió al género Aspergillus spp. (86%), seguido 
de Penicillium spp. (26%) y Fusarium spp. (15%). 
En cuanto a los Aspergillus spp. en AA, las incidencias se 
mantuvieron en 10%, en PDA entre 10 y 30%, en CZ 
entre 10 y 30%, en MSA entre 10 y 30% y en MAAS 
entre 20 y 40%. El MAAS presentó las incidencias más 
altas de hongos del género Aspergillus spp. en 
comparación con los demás medios estudiados. 
Al realizar el análisis estadístico se observaron diferencias 
significativas en referencia a la incidencia de Aspergillus 
spp. en los diferentes medios estudiados. El medio 
MAAS, fue el más eficiente para el aislamiento de estos 
hongos, a pesar de que este medio está recomendado para 
aislar Aspergillus del suelo, fue eficaz para capturar 
hongos  de yerba mate (Figura 1). 
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Figura 1. Incidencia de Aspergillus spp. en los diferentes medios de cultivo estudiados. Agar agua (AA), papa dextrosa 
agar (PDA), czapek (CZ), malta sal agar 6% (MSA) y medio selectivo para aislamiento de Aspergillus 
(MAAS). 
Los diferentes géneros de hongos filamentosos poseen 
necesidades nutricionales y de agua que difieren entre los 
mismos y dentro de un género entre especies, por tanto, la 
composición del medio podría influenciar el crecimiento 




La presencia de hongos saprofitos se podría considerar 
como indicador del grado de degradación de las muestras 
y las condiciones de almacenamiento de las mismas. 
Las secciones de Aspergillus spp. presentes en los 
diferentes medios de cultivo y posteriormente purificadas 
e identificadas se presentan en la Tabla 2. 
Tabla 2. Porcentaje de incidencia de Aspergillus spp. en yerba mate compuesta en agar agua (AA), papa dextrosa agar 


















AA 10 0 0 0 
PDA 0 10 0 20 
CZ 20 10 0 0 
MSA 10 10 10 0 
MAAS 10 10 10 0 
Marca B 
AA 0 0 15 5 
PDA 0 0 0 10 
CZ 0 0 0 20 
MSA 10 0 0 10 
MAAS 10 5 5 0 
Marca C 
AA 5 5 0 0 
PDA 0 15 0 5 
CZ 10 10 10 0 
MSA 0 5 0 5 
MAAS 10 5 5 0 
Valores expresados como porcentaje de hongos presentes en las muestras analizadas. 
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En relación a las incidencias de las diferentes Secciones 
de Aspergillus spp. entre los diferentes medios analizados, 
no se observaron diferencias significativas. Esto indica 
que la diversidad de especies de Aspergillus spp. 
presentes se podría relacionar al tipo y manejo de muestra 
y que sería independiente del medio de aislamiento. 
CONCLUSIONES 
En las muestras analizadas se indica la presencia de diez 
géneros de hongos filamentosos, entre ellos cuatro 
Secciones del género Aspergillus Sección Flavi, Nigri, 
Circundati y Fumigati. En cuanto a Acremonium sp., 
Cladosporium sp., Chalara sp., Nigrospora sp., 
Paecilomyces sp., Torula sp. y Trichoderma sp., es la 
primera vez que se reporta su presencia en yerba 
compuesta en Paraguay.  
El medio que demuestra mayor eficiencia en el 
aislamiento de Aspergillus spp. Presente en yerba mate 
compuesta es el MAAS, medio selectivo para aislamiento 
de Aspergillus de suelo, puesto que presenta niveles de 
incidencia mayores de este género en comparación con 
los otros cuatro medios de cultivo analizados. 
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